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I.  序論 
 
1-1.  乳がん 
 乳がんは乳腺組織に発生する悪性腫瘍で，乳がん患者数は年々増加の一途をたどり，




を病理学的検査で Estrogen recepter (ER), Progesterone receptor (PgR) のホルモン受容体
と Human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2) タンパクが陽性または陰性であ
るかを判断し，Luminal type 乳がん，HER2 陽性乳がん，または Basal-like 乳がんのサブ
タイプに大別することで，乳がんの生物学的多様性に対応する治療法を取れるようにな
り，治療効果が更に向上した (Perou et al. 2000; Goldhirsch et al. 2011)。 
 Luminal type 乳がんは全乳がんの 65~70%を占める最も頻度の高いがんであり，ホル





きな改善が見られている (Zick & Appelbaum 2010)。Basal-like 乳がんは，ホルモン受容
体ならびに HER2 陰性と，EGFR や Cytokeratin 5, 14, 17 の遺伝子陽性の特徴を有し，サ
ブタイプの中で増殖性及び浸潤性が最も高く，薬剤耐性も高いことから，効果的な治療





と人工乳房を用いる方法で乳房を再建することで患者の QOL (Quality of life) を向上さ
せた。しかし，この手術式では常に薬剤が効かないがん細胞の遺残の危険性があり，局
所再発率は 2.7~45%とばらつきがあるものの，乳房内で再発した場合に転移の可能性が
高いことが報告されている (Fisher 1999; Vicini et al. 2003)。そして，転移性乳がんに対
する標準治療は依然として確立されていない (Gralow 2005; Jemal et al. 2010; 
Sundquist et al. 2017)。乳がんの主な転移部位は肺，肝臓，骨で，わずかに腎臓，脳，





1-2.  がん幹細胞 
 がんは様々な性質を持つヘテロな細胞集団である。これまでに，乳がんや脳腫瘍，前
立腺がん，多発性骨髄腫といった様々ながん種で，がん幹細胞の存在を示唆する研究が






(O’Connor et al. 2014)。 
 乳がんにおけるがん幹細胞を同定するために，いくつかのマーカーが存在する。初め
に，CD44 と CD24 が乳がん組織からがん幹細胞集団を単離するマーカーであると報告
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された (Al-Hajj et al. 2003)。CD44+/CD24-細胞は Basal-like 乳がんで最も多く見られた
だけでなく，BRCA1 の変異による遺伝性乳がんでも多く見られた (Honeth et al. 2008)。
さらに，CD44+/CD24-細胞は未分化マーカーを高発現し，高い足場非依存性増殖能や浸
潤能，放射線抵抗性を有していることから，CD44+/CD24-細胞が乳がん幹細胞であるこ
とを支持する報告も数多くある (Ponti et al. 2005; Phillips et al. 2006; Sheridan et al. 2006)。
一方で，一部の CD44+/CD24-細胞の表現型は Basal-like 乳がんの表現型と一致しないこ
とや，CD44+/CD24-細胞の割合が臨床成績に必ずしも関与しないことが報告されたこと
から，CD44 と CD24 は増殖性の高い乳がん細胞を単離する際には有用であるが，乳が
ん幹細胞のマーカーとして確立されたものではないことが示唆されている (Sheridan et 
al. 2006; Shipitsin et al. 2007)。これまでの研究報告を受けて，CD44 と CD24 よりも高精
度の乳がん幹細胞マーカーが求められている。 
 
1-3.  ALDH 活性と乳がん 
 免疫組織染色により，乳がん組織で様々ながん幹細胞マーカーが多様に発現している
ことが示されており，これまでに報告されたマーカーでは乳がん幹細胞を捕捉しきれな
いことが示唆された (Abraham et al. 2005)。近年，アルデヒド脱水素酵素 (Aldehyde 
dehydrogenase: ALDH) は正常組織だけでなく，がん組織からも幹細胞を分離するマーカ
ーとして発見された  (Hess et al. 2004; Nagano et al. 2007; Ginestier et al. 2007; 
Charafe-Jauffret et al. 2009; Croker et al. 2009)。ALDH は NAD 依存性酵素であり，体内の
アルデヒドの解毒や，ビタミン A やアルコール，活性酸素種の代謝の役割を担ってい
る (Magni et al. 1996; Bhat & Samaha 1999; Duester 2000)。これまでの報告から，高い
ALDH 活性を有するがん細胞は腫瘍を増大し，転移を促進することが in vivo の研究に




療法後の予後不良に一致していることもこれまでの研究で示されている  (Morimoto et 
al. 2009)。さらに，ALDH 活性は CD44+/CD24-という従来のがん幹細胞マーカーよりも
高精度で乳がん幹細胞を同定できるマーカーとして有用であることが示唆されている 
(Ginestier et al. 2007)。更なる研究により，ALDH 活性の抑制は乳がん幹細胞の薬剤抵抗
性や放射線抵抗性を弱めることが示され，ALDH 活性ががん進行において，単なるマー







1-4.  低酸素とがん 
 がんは周辺組織の既存血管から酸素や栄養の供給を受けて成長するが，がん細胞の増
殖速度と腫瘍血管の形成速度とのアンバランスにより，腫瘍内部は十分な酸素が供給さ
れない低酸素状態になっている (Vaupel et al. 1989)。さらに，がん細胞の増殖に遅れて
構築される腫瘍内部の血管網は無秩序であり，血管構造も正常血管に比べて脆弱である
ため，血流は遮断と逆流を繰り返し，腫瘍全体で血流不足となり，低酸素状態になって
いる (McDonald & Choyke 2003)。このような低酸素状態では，がん細胞の遺伝的不安定
性を誘導し，高い転移能を獲得したがん細胞が生き残りやすい (Bottaro & Liotta 2003)。
一方で，低酸素環境ではがん細胞がアポトーシスを引き起こしやすい状態でもある。 
 そこで，低酸素環境に適応及び改善するため，がん細胞は低酸素応答転写因子 




る。HIF は酸素依存的に分解されるαサブユニット (HIF-1α, HIF-2α) と酸素非依存的な
βサブユニット (HIF-1β) からなるヘテロダイマーを形成し，標的遺伝子配列に存在す
る低酸素応答配列 (Hypoxia response element: HRE) に結合することによって標的遺伝
子の発現を促進する (Semenza 1998; Semenza 2009)。 
 HIF-1αは乳がんや胃がん，すい臓がんといった様々ながん種で過剰発現しており，が
ん進展に強く関わっている (Zhong et al. 1999)。さらに，HIF-1αの抑制は自己複製能，
腫瘍形成能，転移能といったがん幹細胞の性質低下に強く関与していることが報告され
ている (Xiang et al. 2014)。逆に，HIF-1αの過剰発現は予後不良と大きく関わっており，
様々ながん種における治療抵抗性の獲得に関わっている (Teicher 1994)。以上の報告か
ら，がん治療の標的として HIF は有用であると考えられており，HIF 標的治療薬の開発
や更なる基礎研究が求められている。 
 




(Epithelial-Mesenchymal Transtion: EMT) が重要な役割を担っていることが報告されて
いる (Hugo et al. 2007; Thompson & Newgreen 2005)。EMT は Snail や Slug 等の転写因子
により上皮マーカーE-cadherin の発現を抑制することで誘導される。そして，
Transforming growth factor-β (TGF-β) や Notch 等のサイトカインやシグナルは，これらの
転写因子の発現亢進を介して EMT を促進し，間葉マーカーVimentin 等の発現を上昇さ





ている (Mani et al. 2008)。間葉細胞様の乳がん細胞は上皮細胞様の乳がん細胞と比較し
て，がん幹細胞で高発現している遺伝子の発現が亢進していることが報告されている 
(Blick et al. 2010)。 
 近年，低酸素 (特に HIF) は様々ながん種で EMT を誘導する重要マーカーとして注目
されている (Luo et al. 2013; Chen et al. 2010)。HIF-1αは Snail や Slug といった EMT 誘導
転写因子のプロモーター上の低酸素応答配列 (HRE) に結合して，それらの転写因子の
発現を亢進し，EMT を誘導してがん進展を促進することが報告されている (Zhu et al. 
2013; Zhang et al. 2013)。しかし，低酸素におけるがん幹細胞の性質と EMT の関連は依
然として不明な点が多く，更なる研究が必要とされている。 
 






と，乳がん幹細胞における ALDH 活性の制御メカニズムの 2 点の解明を目的とした。 
 Ginester らは，乳がん組織において Aldefluorpos 細胞集団と CD44+/CD24-細胞集団のオ
ーバーラップは約 1%未満しかないことを示し，CD44+/CD24-かつ Aldefluorpos 細胞集団
20 個のみをマウスの皮下に移植することで腫瘍を形成することを明らかにした 






II.  実験方法 
 




(70 代男性，浸潤性乳管癌；Estrogen Receptor (ER) 陽性，Progesterone receptor (PgR) 陽
性，Human epidermal growth factor receptor-2 (HER2) 陰性) の胸腔穿刺により採取した胸
水から分離した乳がん細胞を使用した。 
胸水を 1600 rpm, 7 分間遠心し，細胞ペレットを Phosphate Buffered Saline (PBS) 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) + 2% Fetal bovine serum (FBS) (Thermo Scientific, Waltham, 
MA) に懸濁した。細胞懸濁液に RosetteSep® Human CD45 Depletion Cocktail (StemCell 
Technologies Inc, Vancouver, BC) を 50:3 の割合で加えて室温 25 分間静置した。その後，
Histopaque®-1.083 g/cm3 (Sigma-Aldrich) の上に重層して 1500 rpm，20 分間比重遠心し，
乳がん細胞を含む単核球分画を回収した。回収した細胞集団に抗 CD44-FITC 抗体と抗
CD24-PE 抗体 (BD Biosciences, San Jose, CA) を加えて 4°C，30 分間染色し，その後 PBS 
+ 2% FBS で遠心洗浄 (1500 rpm, 3 分間) 後 PBS + 2% FBS に再び懸濁した。細胞懸濁液
をフローサイトメーターMoFlo XDP (Beckman Coulter, Brea, CA) で測定し，
CD44+/CD24-分画を乳がん細胞として分取した。 
分取した乳がん細胞や乳がん細胞株MCF7とMDA-MB-231 (Riken BioResource Center, 
Ibaraki, Japan) を Dulbecco's Modified Eagle Medium high-glucose (DMEM-high) (Invitrogen, 
Carlsbad, CA) + 10% FBS (Thermo Scientific), 1 mM MEM-NEAA (Invitrogen), 0.2 mM 
L-glutamine (Invitrogen), 0.1% 2-Mercaptethanol (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin-100 
µg/ml streptomycin (Invitrogen) に懸濁した後，25 cm2フラスコあるいは 35 mm 培養皿
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(Sumitomo-Bakelite, Osaka, Japan) に播種し，37°C, 5% CO2, 加湿環境下 (CO2インキュベ
ーター内) でインキュベートした。培養液は 4 日毎に新鮮培養液に交換した。細胞は約
90%コンフルエンスに達した段階で，0.05% trypsin-EDTA (Invitrogen) でフラスコに接着




2-2.  免疫組織化学染色 (細胞染色) 
 本研究で分離した乳がん細胞における ER, PgR, HER2, Cytokeratin (CK) 5/6, CK8 の発
現を解析するため，細胞ペレットを 10% formalin (Nacalai tesque, Osaka, Japan)/PBS に置
き，室温で一晩固定反応を行った。その後，70% Ethanol (Nacalai tesque)/PBS に置き換
え，つくば研究資源センター (TRRC) にてセルブロック標本を作成した後 ER (Roche 
Diagnostics, Basel, Switzerland), PgR (Roche Diagnostics), HER2 (Histofine HER2 KIT and 
Universal KIT) (Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan), CK 5/6 (Dako, Glosttrup, Denmark), 
CK8 (Dako) の抗体を用いて，セルブロック標本中の抗原を検出した。 
 
2-3.  ALDH 活性の評価 (Aldefluor assay) 
 細胞をフラスコから剥がし，ALDEFLUORTM kit (StemCell Technologies) を用いて
ALDH 活性の違いによる細胞の分離を行った。細胞 1×106個を Aldefluor assay buffer 1 ml
に懸濁し，BAAA (0.625 µg/ml) を加えて，37°C で 30 分間反応させた。このとき，同時
に ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て ALDH 阻 害 剤 で あ る 1.5 mM 
diethylaminobenzalaldehyde (DEAB) をさらに添加したサンプルを用意した。反応後
Aldefluor assay buffer を加えて細胞を遠心洗浄した。細胞ペレットを Aldefluor assay 





開して，細胞集団の蛍光強度の分布を調べ，蛍光強度を横軸 (ALDH 活性) にして，側
方散乱光 (SSC) を縦軸にしたグラフからALDH活性が高い細胞集団 (Aldefluorpos細胞) 
と ALDH 活性が低い又は持たない細胞集団 (Aldefluorneg細胞) を分取した。 
 
2-4.  足場非依存的増殖能・自己複製能の評価 
がん細胞の性質である足場非依存的増殖能や，がん幹細胞の性質である自己複製能を
検討するため，Mammosphere formation assay を行った。Complete MammoCult medium 
((MammoCult Basal Medium (StemCell Technologies Inc) :MammoCult Proliferation 
Supplements (StemCell Technologies Inc)=9:1 の割合で添加したものに対して 1×10-4 M 
Hydrocortisone (StemCell Technologies Inc), 0.2% Heparin solution (StemCell Technologies 
Inc) を添 加 し た培 地 ) で 懸濁し， 1×104 個 /35 mm 培養皿  ( 浮遊培養用 ) 
(Sumitomo-Bakelite) に播種した。播種 1 週間後に形成された Primary mammosphere の形
態観察及び形成数の計測を行った。その後，Mammosphere から単細胞を得るために，
Primary mammosphere を回収して 1000 rpm, 5 分間遠心し，0.1% コラゲナーゼ L (Nitta 
gelatin, Osaka, Japan) 中で 37°C，1 時間インキュベートした。コラゲナーゼ処理された
mammosphere を 100 µm のフィルターに通した後，PBS + 2% FBS を加え 1000 rpm, 5 分
間遠心洗浄した。回収した単細胞を 4×103 個/35 mm 培養皿 (浮遊培養用) に播種し，
Secondary mammosphere の形態観察および数の計測を行った。播種した細胞数当たりの
mammosphere 数をコロニー形成能 (Mammosphere forming efficiency; MSFE) として評価
した。そして，Primary mammosphere の形成能を足場非依存性増殖能として評価し，




2-5.  細胞増殖能の評価 
 細胞を 4×104個/35 mm 培養皿の濃度で播種し，通常酸素下 (20% O2) で培養した。播
種から 24 時間毎に細胞継代と同様な手順で細胞を剥がした。セルカウントの際には
Trypan blue (Nacalai tesque, Kyoto, Japan) によって死細胞を染色し，生細胞のみをカウン
トした。カウントは triplicate で，8 日間連続で行った。培養液の交換は 4 日毎に行った。
カウント結果から，以下の式を用いて細胞の倍加時間を決定した。 
  倍加時間=T ln2/ln(Xe/Xb) 
  T は対数増殖期における培養時間 (日数) 
  Xb は対象となる培養期間の開始日における細胞数 
  Xe は対象となる培養期間の最終日における細胞数 
 
2-6.  実験動物 
 In vivo モデルマウスとして，C57BL/6J メスマウスを Japan SLC, Inc (Shizuoka, Japan)
より購入し使用した。全ての動物実験は，筑波大学動物実験取り扱い規定に従い行った。 
 
2-7.  転移能の解析 
2-7-1.  マウス尾静脈移植モデルの作製 
 乳がん細胞の転移能を検討するため，マウス尾静脈移植モデルを作製した。具体的に
は，2×105個の細胞を PBS 200 µl に懸濁した後，C57BL/6J メスマウスの尾静脈より細胞
懸濁液全量を注入した。注入したマウスには移植当日から解析日まで免疫抑制剤






2-7-2.  HE 染色による肺転移数の評価 
 摘出した肺における転移数を解析するため，肺を 4% paraformaldehyde (PFA) (Nacalai 
tesque) /PBS に置き，4°C で一晩固定反応を行った。その後，O.C.T.TM compound 
(Sakura-Finetek, Tokyo, Japan) に包埋し，凍結ブロックを作製した。凍結ブロックは回転
式ミクロトーム (Leica, Wetzelar, German) で 7 µm 厚かつ各切片の間隔が 300 µm 以上に
なるように薄切した。切片は水洗で O.C.T.TM compound を除去した。その後切片を以下
の工程で染色した：ヘマトキシリンブルー(Vector laboratories, Inc, Burlingame, CA) に浸
漬 (5 分) →水洗 (5 分) →エオシンレッド (Wako, Osaka, Japan) に浸漬 (5 分) →水洗 
(5 分)。染色後切片をエタノール (Nacalai tesque) 及びキシレン (Wako) に浸漬し，マリ
ノール (MUTO PURE CHEMICAL CO., LTD, Tokyo, Japan) で切片をスライドガラス上
に封入した。ランダムで選択した切片を HE 染色し，切片 6 枚に形成された肺転移をカ
ウントして単位面積当たりの転移巣数を算出し，転移能を評価した。 
 
2-8.  腫瘍形成能の解析 
2-8-1.  マウス皮下移植モデルの作製 
 乳がん細胞の腫瘍形成能を検討するため，マウス皮下移植モデルを作製した。具体的
には，5×106個の乳がん細胞を Growth Factor Reduced BD MatrigelTM Matrix 100 µl (BD 
Biosciences) に懸濁した。C57BL/6J メスマウスをアバチンで全身麻酔した後，マウス背
部皮下に細胞懸濁液全量を注入した。注入したマウスには移植当日から解析日まで免疫
抑制剤 Cyclosporine A を 20 mg/kg 量で連日投与した。移植後 21 日目に頸椎脱臼により
安楽死させ，腫瘍を摘出した。 
 
2-8-2.  HE 染色による腫瘍形成能の評価 
 摘出した腫瘍内の充実度を解析するため，腫瘍を 4% paraformaldehyde (PFA)/PBS に置
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き，4°C で一晩固定反応を行った。その後，O.C.T.TM compound に包埋し，凍結ブロッ
クを作製した。凍結ブロックは回転式ミクロトームで 6 µm に薄切した。凍結切片で乳
がん細胞が存在する領域 (間質を含む) (腫瘍細胞面積とする) と腫瘍全体 (乳がん細胞
と Matrigel 領域を合わせて全腫瘍面積とする) を認識するために，HE 染色を行った。
各切片の間隔を 50 µm 以上あけた切片をランダムで選択して HE 染色し，切片 5 枚で腫
瘍内充実度 (腫瘍細胞面積/全腫瘍面積) を算出し，腫瘍形成能を評価した。 
 
2-8-3.  CD31 染色による血管新生能の評価 
 摘出した腫瘍内の血管密度を解析するため，CD31 染色で腫瘍血管を標識した。凍結
切片をブロッキングした後，抗 CD31 抗体 (BD Biosciences) で 4°C で一晩インキュベー
ションした。洗浄後，Horse radish peroxidase (HRP) 標識二次抗体  (1:2000; Vector 
laboratories, Inc) と反応させた。陽性シグナルを 3, 3'-diaminobenzidine (Dojindo, 
Kumamoto, Japan) によって検出し，ヘマトキシリンブルーを用いて細胞核を対比染色し
た。各切片の間隔を 50 µm 以上あけた切片をランダムで選択して CD31 染色をし，切片
5 枚で血管密度 (全腫瘍血管数/全腫瘍面積) を算出し，血管新生能を評価した。 
 
2-8-4.  HIF-1α染色と HIF-2α染色による低酸素応答性の評価 
 摘出した腫瘍内の HIF-1α陽性細胞と HIF-2α陽性細胞の数を解析するために，凍結切
片をブロッキングした後，抗 HIF-1α抗体あるいは抗 HIF-2α抗体 (Morita et al. 2003) で
4°C で一晩インキュベーションした。洗浄後，CD31 染色と同様な処理をして陽性シグ
ナルを検出し，ヘマトキシリンブルーを用いて細胞核を対比染色した。各切片の間隔を





2-9.  タンパク発現解析 
2-9-1.  細胞の核抽出画分 (Nuclear extract) の粗抽出 
 細胞を 60 mm 培養皿 (Sumitomo-Bakelite) に 80%サブコンフルエンスの状態まで培
養し，マルチガスインキュベーター (Astech, Fukuoka, Japan) にて低酸素条件下 (1% O2)
または通常酸素条件下 (20% O2) で 6 時間培養した。冷 PBS 1 ml で細胞を洗浄し，PBS
を除去した後，再度 PBS 1 ml を加えてセルスクレーパー (Sumitomo-Bakelite) を用いて
細胞を剥がし冷チューブに回収した。3000 rpm, 4°C, 5 分間遠心分離し，上清を除去し
た。回収した細胞を 100 µl の低張液 (10 mM HEPEs (Dojindo) pH 7.9/10 mM KCl 
(KATAYAMA CHEMICAL, Osaka, Japan)/0.1 mM EDTA (Dojindo)/1.5 mM MgCl2 (Wako)/1 
mM DTT (Wako)/Protease inhibitor cocktail (PIC) (Roche)/1 mM 
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMDF) (Sigma-Aldrich)) でほぐし，氷上で 15 分間インキュ
ベーションした。5 分間毎にボルテックスで激しく攪拌した。その後，5 µl の 10% 
Nonident P-40 (Sigma-Aldrich) を添加し，直ちにボルテックスにより攪拌し，細胞膜を
破壊した。15000 rpm, 4°C, 5 分間遠心分離し，上清を廃棄した。核画分を含む沈殿物に，
50 µl の高張液 (20 mM HEPES pH 7.9/500 mM NaCl (Nacalai tesque)/1 mM EDTA/1 mM 
DTT/PIC/PMDF) を加え，ピペッティングしながらペレットを破壊した。5 分間毎にボ
ルテックスで激しく攪拌し，氷上で 15 分間インキュベーションした。15000 rpm, 4°C, 5
分間遠心分離し，上清を Nuclear extract とした。得られた Nuclear extract に等量の SDS
サンプルバッファーを加え，95 °C, 5 分間熱変性した後 SDS-PAGE に供した。 
 タンパク質の定量にはブラッドフォード法を用いた。ブラッドフォード試薬
(BIO-RAD, Hercules, CA) にサンプルを加え，595 nm における吸光度を分光光度計 
(Gene Quant 100, GE Healthcare UK Ltd, Little Chalfont, Buckinghamshire, England) によっ




2-9-2.  SDS ポリアクリルアミド電気泳動法 (SDS-PAGE) 
 ポリアクリルアミドゲルは，7.5%分離ゲル [7.5% アクリルアミド, 0.25% N,N'-メチレ
ンビスアクリルアミド (BIS) (Nacalai tesque), 375 mM Tris-HCl (pH8.8), 0.1% SDS 
(Nacalai tesque), 0.08% ペルオキソ二硫酸アンモニウム (APS) (Wako)および 0.08% 
N,N,N',N'-tetramethylenediamine (TEMED) (Wako) ]と 3%濃縮ゲル [3% アクリルアミド, 
0.25% BIS, 124 mM Tris-HCl (pH6.8), 0.1% SDS, 0.08% APS, 0.08% TEMED]を使用した。
泳動バッファーには，50 mM Tris, 384 mM グリシン, 0.1% SDS 溶液を用いた。各サンプ
ル 20 µg 量の変性 Nuclear extract をポリアクリルアミドゲルのウェルにアプライした。 
パワーサプライ KYOCA-GP (GRC, Tokyo, Japan) とポリアクリルアミド電気泳動装置 
(ATTO, Tokyo, Japan) を用いて 50 V, 30 分間，続けて 100 V, 90 分間の条件で電気泳動を
行った。 
 
2-9-3.  ウエスタンブロッティング 
 セミドライトランスファー法に従い，電気泳動したゲル中のタンパク質
Polyvinylidene fluoride (PVDF) 膜 (Millipore, Billerica, MA) へ転写した。PVDF 膜はメタ
ノールで 30 秒間浸し，親水処理を行った。転写は不連続バッファーを用い，陽極側か
ら 1 液 (0.3 M Tris (pH 7.5), 10% メタノール (Nacalai tesque)) に浸した濾紙 2 枚，2 液 
(25 mM Tris (pH 10.4), 10% メタノール) に浸した濾紙 1枚，2液に浸した PVDF膜 1枚，
2液に浸したゲル，3液 (25 mM Tris (pH9.4), 40 mM 6-アミノ-ヘキサン酸 (Nacalai tesque)，
10% メタノール) に浸した濾紙 3 枚の順に重ねた。1 枚のゲルの場合は 125 mA 30 分間，
2 枚のゲルの場合は 250 mA 30 分間の条件で転写を行った。転写後，メンブレンを 5% 
skim-milk (BD Biosciences)/TBS-T [Tris-buffered saline (20 mM Tris-HCl (pH7.6), 137.9 mM 
NaCl), 0.1% Tween-20 (Nacalai tesque)]ブロッキング液に浸し，室温 1 時間反応させた。
ブロッキングした後，ウサギ抗 HIF-1α抗体 (1:2000 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
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CA)，マウス抗 HIF-2α抗体 (1:3000 Novus Biologicals, Littleton, CO)，ヤギ抗 Lamin B 抗
体 (1:3000 Santa Cruz Biotechnology) の一次抗体で 4°C 一晩反応させた。メンブレンを
十分量の TBS-T で 15 分間，4 回洗浄後，HRP 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (1:20000 
Invitrogen)，HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 (1:20000 Invitrogen)，HRP 標識ウサギ抗ヤ
ギ IgG 抗体 (1:20000 Invitrogen) で室温 1 時間の条件で反応させた。再度，メンブレン
を十分量の TBS-T で 15 分間，4 回洗浄後，Immunoblion Westen chemiluminesecence HRP 
solution (Millipore) を用い，ImageQuant LAS 4000 (GE healthcare) を用いて化学発光シグ
ナルを検出した。タンパク発現解析のため，ImageJ を用いてシグナル強度を測定した。
Lamin B の発現量を Nuclear extract の内部標準として使用し，この発現強度との相対値
を算出して比較解析を行った。 
 
2-10.  遺伝子発現解析 
2-10-1.  細胞の全 RNA の抽出 
 細胞を 35 mm 培養皿に 80%サブコンフルエンスの状態まで培養した後，マルチガス
インキュベーターにて通常酸素条件下 (20% O2) または低酸素条件下 (1% O2) で 6 時
間培養した。培養後，PBS 1 ml で培養皿を洗浄し，Sepazol-RNA I Super G 500 µl (Nacalai 
tesque) を加え，細胞を溶解・回収した。細胞溶解液に 1/5 倍量のクロロホルム (Nacalai 
tesque) を加えてボルテックスにて激しく攪拌した。15000 rpm, 4°C, 15 分間遠心分離し，
水層画分を新しいチューブに移した。得られた水層画分に対し，0.9 倍量のイソプロパ
ノールを加え，よく混和した。室温に 5 分間静置後，15000 rpm, 4°C, 15 分間遠心分離
し，沈殿物を得た。沈殿物に 80%エタノール 200 µl を加え攪拌し，15000 rpm, 4°C, 10
分間遠心分離した。上清を完全に除去し，5 分間の風乾を経て，沈殿物 (RNA) を 15 µl
の RNase free Diethylpyrocarbonate (DEPC) 処理水で溶解した。RNA の定量には，




2-10-2.  逆転写 PCR 法 (RT-PCR) 
 cDNA 合成は，ReverTra-Plus-TM (TOYOBO, Osaka, Japan) に添付されている ReverTra 
Ace®を用いて行った。Total RNA 1.5~2 µg を添付プロトコルに則って cDNA 合成を行っ
た。まず，以下の通りに反応液をエッペンチューブに調整した。 
                    1 サンプル 
RNA                1.5~2 µg 
Random primer        1 µl 
RNase free DEPC 処理水         
Total                12 µl 
調整後，ブロックインキュベーターにて 65°C, 5 分間処理し，直ちに氷冷した。同時に
別途以下の試薬を調整した。 
                    1 サンプル 
5× Buffer            4 µl 
10 mM dNTPs        2 µl 
RNase inhibitor       1 µl 
ReverTra Ace         1 µl       
Total                8 µl 
氷冷した後の各チューブに，調整した試薬を加え混合した。その後，ヒートブロックで
30°C, 10 分間，42°C, 60 分間の順で反応させ，最後に 85°C, 5 分間加熱して逆転写酵素
を失活させた。得られた cDNA (20 µl) に滅菌水 80 µl を加えて 5 倍希釈し，次項の PCR
反応に用いた。 
 
2-10-3.  半定量的 PCR 法 
 半定量的 PCR 反応は GeneAmp PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA) を用
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い，95°C, 30 秒，65°C, 30 秒，72°C, 30 秒の条件で行った。PCR 試薬には Takara Ex Taq® 
(TAKARA BIO, Shiga, Japan) を使用した。反応系を以下に示す。 
                    1 サンプル 
滅菌水              14.3 µl 
10× Buffer            2 µl 
2.5 mM dNTP mixture   1.6 µl 
10 µM sense primer     0.5 µl 
10 µM antisense primer  0.5 µl 
5 unit/µl TaKaRa Ex Taq  0.1 µl 
cDNA                 1 µl    
Total                 20 µl 
PCR産物を 0.5 µg/ml Ethydium Bromide (Wako) 含 2% Agarose gel (Nacalai tesque)で 100V, 
20 分間電気泳動し，トランスイルミネーター (FAS-III: TOYOBO) により増幅産物 (バ
ンド) を確認して画像を撮影した。ImageJ を用いてバンドの density を測定し，リファ
レンス遺伝子β-actin との発現量比を半定量的に解析した。使用したプライマー配列を定
量的リアルタイム PCR 法で使用したものと同一であるため，次項の定量的リアルタイ
ム PCR 法にて記述する。 
 
2-10-4.  定量的リアルタイム PCR 法 (Real-time PCR) 
 Real-time PCR 反応は，Applied Biosystems Fast Real-Time PCR 7500 system (Applied 
Biosystems) にて 95°C, 20 秒，(95°C, 5 秒，60°C, 30 秒) ×45 cycle の条件で反応を行った。
試薬は THUNDERBIRDTM SYBR qPCR Mix (TOYOBO) を用いた。下記に組成を示す。 
          1 サンプル 
滅菌水              5.47 µl 
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SYBR Mix           7.5 µl 
ROX                0.03 µl 
10 µM sense primer     0.5 µl 
10 µM antisense primer  0.5 µl 
cDNA                 1 µl    
Total                 15 µl 
Ct 値の算出には Cross point 法を用いた。β-actin をリファレンス遺伝子とし，コントロ
ールサンプルとの発現量比を比較 Ct 法 (ΔΔCt 法) によって算出した。使用したプライ
マー配列は下記に記述する。 
Human ER Sense primer 5’-ATGTGTAGAGGGCATGGTGGAGAT-3’ 
Antisense primer 5’-GACTTCAGGGTGCTGGACAGAAAT-3’ 
Human Oct-4 Sense primer 5'-CTGGGGGTTCTATTTGGGAAGGTA-3' 
Antisense primer 5'-CTGCAGGAACAGATTCTCCAGGTT-3' 
Human Nanog Sense primer 5'-ACAGAAATACCTCAGCCTCCAGCA-3' 
Antisense primer 5'-CTCCAGGTTGAATTGTTCCAGGTC-3' 
Human E-cadherin Sense primer 5'-CTGGCCTCAGAAGACAGAAGAGAGACT-3' 
Antisense primer 5'-CAGCGTGAGAGAAGAGAGTGTATGTGG-3' 
Human Vimentin Sense primer 5'-CCGTTGAAGCTGCTAACTACCAAGAC-3' 




Human Notch-1 Sense primer 5'-CACTGTGGGCGGGTCC-3' 
Antisense primer 5'-GTTGTATTGGTTCGGCACCAT-3' 
Human Jagged-1 Sense primer 5'-CTATGATGAGGGGGATGCT-3' 
Antisense primer 5'-CGTCCATTCAGGCACTGG-3' 
Human TGF-β Sense primer 5'-AGAGCTCCGAGAAGCGGTACCTGAACCC-3' 
Antisense primer 5'-GTTGATGTCCACTTGCAGTGTGTTATCC-3' 
Human Snail Sense primer 5'-AACTACAGCGAGCTGCAGGACTCTAA-3' 
Antisense primer 5'-CCTTTCCCACTGTCCTCATCTGACA-3' 
Human Slug Sense primer 5'- CTCCTCTTTCCGGATACTCCTCATCT-3' 
Antisense primer 5'-CCAGGCTCACATATTCCTTGTCACAG-3' 
Human EGF Sense primer 5’-CTTGTCATGCTGCTCCTCCTG-3’ 
Antisense primer 5’-TGCGACTCCTCACATCTCTGC-3’ 
Human COX-2 Sense primer 5’-CACCCCAGTACAGAAAGTATCACAG-3’ 
Antisense primer 5’-CACCATAGAGTGCTTCCAACTCTGC-3’ 
Human HIF-1α Sense primer 5'-TTACCGAATTGATGGGATATGAG-3' 
Antisense primer 5'-TCATGATGAGTTTTGGTCAGATG-3' 
Human HIF-2α Sense primer 5'-CTATGTGACTCGGATGGTCTTTC-3' 
Antisense primer 5'-ATACCATTTTTGACCCCTCATTT-3' 
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Human ALDH1A1 Sense primer 5'-GGAGTGTTGAGCGGGCTAAGAAGTA-3' 
Antisense primer 5'-CATTAGAGAACACTGTGGGCTGGAC-3' 
Human VEGF Sense primer 5’-GAAGACCCTGCACTCAATCAAGAAGTT-3' 
Antisense primer 5’-CTGCATGGTGATGTTGGACTCCTCAGT-3' 
Human β-actin Sense primer 5'-GTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGC-3' 
Antisense primer 5'-GTACTTGCGCTCAGGAGGAGCAATGAT-3' 
 
2-11.  E-cadherin 陽性率と Vimentin 陽性率の解析 
 細胞を 90 mm 培養皿に 80%サブコンフルエントの状態まで培養した後，マルチガス
インキュベーターにて通常酸素条件下 (20% O2) または低酸素条件下 (1% O2) で 24 時
間培養した。PBS で洗浄した後，セルスクレーパー (Sumitomo-Bakelite) を用いて細胞
を剥がしチューブに回収した。1000 rpm, 4°C, 5 分間遠心分離し，上清を除去した。
E-cadherin 解析用のサンプルは抗 E-cadherin 抗体 (Biolegend) を加えて 4°C，20 分間イ
ンキュベーションした。その後，PBS + 2% FBS で 2 回洗浄後，MoFlo XDP で解析した。
一方，Vimentin解析用のサンプルは4% PFAで10分間固定した後，PBS + 2% FBS (2回)，
PBS + 0.2% triton-X100 (Nacalai tesque) (1 回) で細胞を洗浄し，抗 Vimentin 抗体 (R&D 
systems, Minneapolis, MN) を加えて 4°C，30 分間インキュベーションした。その後，PBS 
+ 0.2% triton-X100 で 2 回洗浄後，MoFlo XDP (Beckman Coulter) で解析した。 
 
2-12.  HIF-1α発現抑制又は強制発現した細胞の作製 
 Aldefluorpos細胞における HIF-1αの発現抑制は，shRNA MISSION lentiviral transduction 
system (Sigma-Aldrich) を用いて，添付プロトコルに則り行った。その後，10 µg/ml 
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Puromycin (Sigma-Aldrich) を添加して薬剤選抜を行い，生存・増殖した Aldefluorpos 細胞
を HIF-1α発現抑制 Aldefluorpos 細胞 (shHIF-1α細胞と命名) として実験に用いた。コント
ロールとして，GFP 陽性 Aldefluorpos 細胞を作製するために，MISSION TurboGFPTM 
Control Particle (Sigma-Alderich) を用いて，添付プロトコルに則り行った。その後，GFP
陽性 Aldefluorpos 細胞を MoFlo XDP (Beckman Coulter) で分取し，shGFP 細胞と命名して
実験に使用した。 
 Aldefluorneg 細 胞 に お け る HIF-1α の強 制発現は， HIF-1α 遺 伝子ベクター
pEF-BOS-human HIF-1αとトランスフェクション試薬 Lipofectamine® LTX Reagent with 
PLUSTM Regent (Invitrogen) を用いて行った。HIF-1α強制発現 Aldefluorneg 細胞を
pEF-BOS-HIF-1α細胞と命名して実験に使用した。また，コントロールとして空ベクタ




2-13.  サブクローニング (pGL4-Snail 及び pGL4-Slug の作製) 
 ヒト Snail あるいは Slug 発現ベクターの作成には，pGEM-T Easy Vector System I 
(Promega, Madison, WI) を使用した。鋳型として BC#1 DNA を用い，TaKaRa LA Taq® 
DNA Polymerase (TAKARA) によってヒト Snail とヒト Slug を増幅した。使用したプラ
イマー配列は下記に記述する。アガロース DNA 電気泳動法によって視覚化した PCR 産
物をゲルごと切り出し，QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) によっ
て DNA を抽出した。引き続き，エッペンチューブに 2×Rapid Ligation Buffer (5 µl)，T4 
DNA Ligase (1µl)，pGEM-T Easy vector (1 µl)，PCR 産物，滅菌水を全量 10 µl になるよ
うに加え混合した。そのままライゲーション反応を 16°C，1 時間行った。この混合液を
DH5α competent cells に添加し，氷上で 30 分間静置した。その後 42°C，45 秒間熱ショ
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ックを加え，形質転換を促した。直ちに氷上で 5 分間急冷し，温めておいた LB 培地を
加えて 37°C，1 時間の振盪培養を行った。X-gal 溶液と IPTG 溶液を塗布したアンピシ
リン含有 LB 寒天培地に培養菌液を塗布した後，37°C 一晩培養した。ヒト Snail あるい
はヒト Slug がプラスミドに形質転換した場合は，白いコロニーが形成される。白いコ
ロニーをピックアップし，2 ml のアンピシリン含有 LB 培地にて 37°C, 8 時間の振盪培
養を行った後，プラスミド抽出を行った。プラスミド抽出には QIAprep Spin Miniprep Kit 
(QIAGEN) を使用した。ヒト Snail あるいはヒト Slug の DNA 配列は，ABI 310 シーク
エンサー (Applied Biosystems: Life technologies, Carlsbad, CA) を用いて確認した。得ら
れたプラスミドを pGEM-T-Snail あるいは pGEM-T-Slug とし，これを基に Snail DNA あ
るいは Slug DNA 発現用ベクターpGL4.10-promoter vector (Promega) へと入れ替えた。具
体的には，ヒト Snail 用に pGL4.10-promoter vector と pGEM-T-Snail を KpnI と BglII によ
り 37°C，1 時間制限酵素処理した。また，ヒト Slug 用に pG4.10-promoter vector と
pGEM-T-Slug を KpnI と SacI により 37°C，1 時間制限酵素処理した。その後，1% アガ
ロース電気泳動して目的のバンドを切り出し，ゲル抽出した。前述と同様の方法でライ
ゲーション反応と形質転換を経て，寒天培地上にコロニーを得た。ピックアップしたコ
ロニーを 2 ml のアンピシリン含有 LB 培地にて 37°C 8 時間の振盪培養を行い，プラス
ミドを抽出した。制限酵素処理によるサイズの確認およびシークエンスにより，ヒト
Snail cDNAあるいはヒト Slug DNAが pGL4.10に正しい方向で挿入されたことを確認し
た後，pGL4-Snail と pGL4-Slug としてルシフェラーゼアッセイに用いた。 
Human Snail 
(-750 to +158; HRE 
(-543 to -538)) 









(-279 to +30; HRE 
(-250 to -245)) 





2-14.  ルシフェラーゼアッセイ 
 MCF7 に pGL4-Snail あるいは pGL4-Slug，pEF-BOS-HIF-1αを Lipofectamine® LTX 
Reagent with PLUSTM Regent でトランスフェクションした。プラスミドベクターの量を
それぞれ 250 ng とし，全ての条件で等量のベクターが含まれるよう，不足分は pGL4.10
で調整した。また，トランスフェクション効率を評価・補正するために，内部標準とし
て pEF-Renilla-Luc plasmid を各条件に共発現させた。導入 24 時間後，Dual-luciferase 
reporter assay system (Promega) を用いてルシフェラーゼ活性を測定した。すなわち，培
養上清を除去して PBS で洗浄し，Passive Lysis Buffer を加えて室温 15 分間振盪し，細
胞を溶解した。細胞溶解液をエッペンチューブに回収した後，さらに 15000 rpm, 4°C, 30
秒間遠心して上清を回収し，細胞の残渣を取り除いた。得られたサンプルを Turner 
Designs Luminometer Model TD-20/20 (Promega) に供し，ルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
2-15.  クロマチン免疫沈降法 (ChIP assay) 
 細胞が80%サブコンフルエンスになった段階で無血清培養液に交換し，通常酸素条件
下 (20% O2) または低酸素条件下 (1% O2) で6時間培養した。37%ホルムアルデヒド
(Wako) を終濃度1%となるよう培地に加え，室温10分間振盪して細胞の固定を行った。
固定液を除去してPBS + 1 µM PICで洗浄後，低張液 (5 mM HEPES, 85 mM KCl, Nonidet 
P-40, 1 µM PIC) で処理した。その後，3000 rpm, 4°C, 5分間遠心分離して上清を除去し




免疫沈降は断片化クロマチン  1 µg，ウサギ抗ヒトHIF-1α抗体  1 µg/ml (Novus 
Biologicals) あるいはウサギIgG抗体 1 µg/ml (Santa Cruz Biotechonology) を混和し，4°C
下において12時間転倒混和した。その後の反応液にpre-blocked protein A-agarose beads 
(Nacalai tesque) を加えて4°C, 1時間処理した。この複合体をWashing buffer (0.25 mM 
LiCl, 1% Nonidet P-40, 1% sodium deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl (pH 8.1)) 








No. 1 (-7985 to -7729; 
HRE (-7920 to -7915)) 
Sense primer 5’-CAAGCTTCAGAGCCACAGTGTA-3’ 
Antisense primer 5’-CGACAGGACTGAGAATGCATCA-3’ 
Human Vimentin 候補
No. 2 (-6331 to -6100; 
HRE (-6251 to -6246)) 
Sense primer 5-CTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGG-3’ 







補 (-2897 to -2621; 
HRE (-2694 to -2698)) 
Sense primer 5'-ATCTCACCTTGAATTGTAGTTC-3' 
Antisense primer 5'-TAATTGACTCACAGTTCAGCAT-3' 
 
2-16.  統計処理 
 各データは，3 回以上の実験により得られた結果の平均値を用い，標準偏差を表示し









III.  結果 
 
3-1-1.  乳がん患者の胸水由来乳がん細胞の単離及び病理学的解析 
 ヒト乳がん組織由来の乳がん細胞を得るために，乳がん患者から採取した胸水を比重
遠心し，乳がん細胞を含む単核球分画を分取して培養皿へ細胞を播種した (Fig. 1A)。
播種後 3 日目に粒状の形態をした細胞が接着していることを確認した。CD44 と CD24
は増殖性の高い乳がん細胞を単離するマーカーとして有用であるという報告 (Al-Hajj 
et al. 2003) を受けて，CD44+/CD24-分画の細胞をフローサイトメトリーにより分取して
再び培養した結果，上皮細胞様の形態を示した (Fig. 1B)。今回樹立した細胞を胸水由
来乳がん細胞 (BC#1 と命名) として研究に使用した。本研究における胸水由来乳がん
細胞とは，ヒト乳がん組織から直接単離し，クローニングを行わずヘテロな状態を維持
している細胞と定義する。つくばヒト研究資源センター (TRRC) による BC#1 の免疫細
胞学的解析の結果，BC#1 は CK5/6+，CK8+，ER-，PgR+，HER2-であった (Fig. 1C)。
乳がん細胞株である MCF7 と MDA-MB-231 でも同様な検討を行った。その結果，MCF7
は BC#1 と同様な上皮細胞様の形態を示し，CK5/6-，CK8+，ER+，PgR+，HER2-であ
ったことから，Luminal type 乳がんであることを確認した  (Fig. 1B, 1C)。一方，
MDA-MB-231 は上皮細胞の中に間葉細胞様の形態を示し，CK5/6-，CK8+，ER-，PgR-，
HER2-であったことから，Basal-like 乳がんであることを確認した (Fig. 1B, 1C)。さらに，
ER mRNAの発現を解析した結果，BC#1におけるER発現はMCF7に比べて低かったが，
MDA-MB-231 と比較して有意に高いことが示された [BC#1 vs MCF7 p<0.01, BC#1 vs 
MDA-MB-231 p<0.01 (Fig. 1D)]。この結果と合わせて，PgR は ER の下流因子であるこ
と (Xu et al. 2004) から，BC#1 における ER 活性はあると判断し，今回樹立した BC#1








3-1-2.  胸水由来乳がん細胞の足場非依存性増殖能と自己複製能の評価 
 Mammosphere formation assay は足場非依存性増殖能を評価する方法であるだけでな
く，自己複製能の高い幹細胞，前駆細胞のみが増殖できる実験系であることから，細胞
の自己複製能または未分化性を評価する方法としても用いられている (Dontu et al. 
2003)。また，in vitro における足場非依存性増殖能は，in vivo の腫瘍形成能と正の相関
を示すことが報告されている (Shin et al. 1975)。そこで，胸水由来乳がん細胞 BC#1 が，
がん細胞の特徴である足場非依存性増殖能と自己複製能を有しているかを評価するた
めに，Mammosphere formation assay を行った (Fig. 2A)。対照群として乳がん細胞株
MCF7 と MDA-MB-231 を用いて，形成された Mammosphere の形態観察および数を計測
した。また，Mammosphere を継代した時に高い自己複製能を有する乳がん細胞のみが
再度 Mammsphere を形成できることから，播種した細胞数当たりに形成した
Mammosphere の数を算出し，1 回目のコロニー形成能 (Mammoshere forming efficiency; 
MSFE) を足場非依存性増殖能として評価し，2 回目の MSFE を自己複製能として評価
した。BC#1 は MCF7 と同様な凝集性の高い球状の Mammosphere を形成した一方で，
MDA-MB-231 は凝集性の低い Mammosphere を形成した (Fig. 2B)。また，胸水由来乳が
ん細胞 BC#1 と乳がん細胞株 MCF7，MDA-MB-231 それぞれが形成した Mammosphere
の大きさに違いは見られなかった。MSFE について，1 回目と 2 回目いずれも
MDA-MB-231 が最も高く，BC#1 は最も低かった [1 回目: BC#1 vs MDA-MB-231 p<0.01; 




しかし，BC#1 の MSFE は両細胞株と比較して低い傾向が見られたことから，BC#1 は
いずれの性質も低いことが示唆された。 
 
3-1-3.  胸水由来乳がん細胞の転移能の評価 
 転移経路は血流に沿って転移する血行性転移とリンパ流に沿って転移するリンパ行
性転移，腹腔や胸腔といった体腔へ漿膜を突き破って遊離したがん細胞が他の漿膜接




測を行った。対照群として，乳がん細胞株 MCF7 と MDA-MB-231 を用いた。細胞をマ
ウス尾静脈から移植した後 21 日目に摘出した肺を固定した。その後，HE 染色を用いて
肺転移巣の数をカウントし，単位面積当たりの肺転移の数を算出して転移能を評価した 
(Fig. 3A)。いずれの細胞を移植したマウスの肺にも転移巣が形成されていた (Fig. 3B)。
また，BC#1 移植群は MCF7 移植群と比較して肺に多く転移する傾向が見られた一方，
MDA-MB-231 移植群と比べて肺転移は有意に少ないことを示された  [BC#1 vs 
MDA-MB-231 p<0.01 (Fig. 3C)]。以上の結果より，胸水由来乳がん細胞 BC#1 は転移能
を有し，Basal-like 乳がん細胞株 MDA-MB-231 よりも Luminal type 乳がん細胞株 MCF7
に近い転移能であることが示唆された。 
 
3-1-4.  胸水由来乳がん細胞の腫瘍形成能と血管新生能の評価 
 胸水由来乳がん細胞 BC#1 の腫瘍形成能及び血管新生能を検討するために，マウス皮




 全ての細胞移植群が移植後 21 日目に白い楕円状の腫瘍を形成した (Fig. 4B)。腫瘍重
量を計測した結果，BC#1 移植群の腫瘍が有意に重いことが示された [BC#1 vs MCF7 






られなかった [BC#1 vs MCF7 p<0.01 (Fig. 4F)]。 
 また，CD31 染色により腫瘍内に腫瘍血管が形成されていることを確認できた (Fig. 
4D)。腫瘍内の血管数を計測し，血管密度を算出して血管新生能を評価した結果，BC#1
移植群の血管密度は MCF7 移植群と比較して，有意に高かったのに対し，MDA-MB-231
移植群に比べて有意に低いことが示された  [BC#1 vs MCF7 p<0.01, BC#1 vs 
MDA-MB-231 p<0.01 (Fig. 4G)]。 
 以上の結果より，同じ luminal type 乳がん同士では，BC#1 移植群は MCF7 移植群と
比較して，血管新生を大きく誘導し，腫瘍内の細胞増殖を促進することで，腫瘍形成を
亢進させることが示唆された。一方，Basal-like 乳がん細胞株 MDA-MB-231 に比べて血
管新生能が低く，腫瘍形成能も低いことが示唆された。 
 これまでの結果より，BC#1 は MCF7 と同じ乳がんサブタイプであり，がん細胞の性
質も MDA-MB-231 と比較して MCF7 に近いことが示された。このことから，BC#1 に
おける ALDH 活性及び機能解析では MCF7 を対照群にして行った。 
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小括 (1)  
1. 今回樹立した胸水由来乳がん細胞 BC#1 は原発巣と同様に Luminal type 乳がんに
分類された 
2.    BC#1 は足場非依存性増殖能，自己複製能，腫瘍形成能，転移能を有することが 





3-2-1.  胸水由来乳がん細胞における ALDH 活性の評価 
 これまでの報告から，乳がん細胞株由来の Aldefluorpos 細胞はがん幹細胞の特徴であ
る自己複製能や腫瘍形成能，転移能を有することが示されている (Ginestier et al. 2007; 
Croker et al. 2009)。しかし，乳がん患者より樹立した継代数が少ない乳がん細胞で ALDH
活性の測定及び Aldefluorpos 細胞の性質を解析した報告は未だないため，Aldefluor assay
を用いて BC#1 と MCF7 の ALDH 活性を調べた (Fig. 5A)。その結果，MCF7 では
Aldefluorpos 細胞が 1.9%含まれていたのに対し，BC#1 では Aldefluorpos細胞が 7.1%含ま
れていることが示された (Fig. 5B)。 
 分取したそれぞれの細胞を培養皿で増やした後，Aldefluor assay を用いて ALDH 活性
を再度調べた結果，Aldefluorpos 細胞は ALDH 活性を維持しており，Aldefluorneg 細胞は
ALDH 活性を持たないもしくは極端に低い状態で培養できることを確認した。それぞれ




と MCF7 から ALDH 活性を指標にして分離した Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞を用
いて機能解析を行った。 
 
3-2-2.  ALDH 活性の違いによる細胞増殖能の比較 
 BC#1 と MCF7 それぞれの Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg 細胞の増殖能を通常酸素 
(20% O2) で比較した。計測 8 日目において，いずれの Aldefluorpos 細胞の細胞数は
Aldefluorneg 細胞と比較して，有意に多いことが認められた [MCF7: p<0.01], [BC#1: 
p<0.01 (Fig. 6)]。また，計測 2~6 日目における細胞の倍加時間についても，Aldefluorpos






3-2-3.  ALDH 活性の違いによる足場非依存性増殖能と自己複製能の比較 
 BC#1とMCF7それぞれのAldefluorpos細胞とAldefluorneg細胞の足場非依存性増殖能と
自己複製能を比較するために，Mammosphere formation assay を行った。 
 Aldefluorpos細胞と Aldefluorneg細胞はいずれも凝集性の高い Mammosphere を形成し，
形態及び大きさの違いは見られなかった。しかし，Aldefluorpos 細胞のコロニー形成能は
Aldefluorneg 細胞に比べて 1 回目と 2 回目ともに有意に高いことが示された [1 回目 
(MCF7): p<0.01, 2 回目 (MCF7): p<0.05], [1 回目 (BC#1): p<0.01, 2 回目 (BC#1): p<0.01 
(Fig. 7)]。以上の結果より，BC#1 と MCF7 ともに Aldefluorpos細胞は Aldefluorneg細胞と
比較して高い足場非依存性増殖能と自己複製能を有することが示唆された。 
 






細胞の転移能はAldefluorneg細胞に比べて高いことが示唆された [MCF7: p<0.05], [BC#1: 
p<0.01 (Fig. 8)]。 
 





 移植 21 日後に，Aldefluorpos 細胞移植群は赤みを帯びた腫瘍を形成したのに対し，
Aldefluorneg 細胞移植群は ALDH 活性による分離前の細胞を移植した時と同様な白い腫
瘍を形成した (Fig. 9A)。腫瘍重量を計測した結果，MCF7 由来の Aldefluorpos 細胞移植
群の腫瘍重量は，Aldefluorneg 細胞移植群に比べて有意に重いことが認められた[MCF7: 
p<0.01 (Fig. 9B)]。一方，BC#1 由来の Aldefluorpos細胞移植群と Aldefluorneg細胞移植群の
間では，腫瘍重量に有意差は認められなかった (Fig. 9B)。 
 摘出した腫瘍に対して組織学的解析を行った。HE 染色を用いて腫瘍内充実度を計測
した結果，MCF7 と BC#1 いずれの Aldefluorpos 細胞移植群の充実度も Aldefluorneg細胞移
植群と比較して，有意に高いことが示された [MCF7: p<0.01, BC#1: p<0.01 (Fig. 9C)]。 
 さらに，CD31 染色を用いて腫瘍血管を染色し，腫瘍内の血管密度を解析した。その
結果，MCF7 と BC#1 ともに，Aldefluorpos 細胞移植群の血管密度は Aldefluorneg細胞群移
植群と比較して有意に高かったことから，Aldefluorpos 細胞の血管新生能は Aldefluorneg





3-2-6.  ALDH 活性の違いによる未分化マーカーの発現比較 
 Oct-4 や Nanog は重要な未分化マーカーであり，乳がん幹細胞の自己複製能，腫瘍
形成能に大きく関与していることが報告されている (Ponti et al. 2005; Liao et al. 
2013)。そこで，Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞でそれらの遺伝子発現を解析した結
果，BC#1 と MCF7 それぞれの Aldefluorpos 細胞において，いずれの遺伝子発現も亢進し
ていることが認められた [Oct-4 (MCF7): p<0.05, Nanog (MCF7): p<0.01], [Oct-4 (BC#1): 
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p<0.05, Nanog (BC#1): p<0.05 (Fig. 10)]。このことから，Aldefluorpos細胞の性質に，Oct-4




1. 乳がん細胞株 MCF7 と胸水由来乳がん細胞 BC#1 いずれにおいても，Aldefluorpos 細
胞の足場非依存性増殖能と自己複製能は Aldefluorneg 細胞と比較して高いことが示
唆された (in vitro) 
2. MCF7及びBC#1由来のAldefluorpos細胞はAldefluorneg細胞に比べて高い腫瘍形成能，
転移能を有することが示唆された (in vivo) 









する (Esteve 2011; Harris 2002)。HIF は VEGF, GLUT-1 などの血管新生や糖代謝に関わる
遺伝子の発現を誘導し，低酸素環境下でがん細胞が生存できるように応答することで，
腫瘍の増大及び遠隔転移を引き起こすことから，患者の予後を規定する因子として重要
である (Pouysségur et al. 2006; Schofield & Ratcliffe 2004; Semenza 2000)。 





 まず，in vivo における低酸素応答性を検証するため，形成された腫瘍内における
HIF-1α陽性細胞と HIF-2α陽性細胞の数を検討した結果，MCF7 と BC#1 いずれの
Aldefluorpos 細胞移植群においても HIF-1α陽性細胞が有意に多く存在することが分かっ
た [MCF7: p<0.01, BC#1: p<0.05 (Fig. 11A)]。一方，HIF-2α陽性細胞の数は Aldefluorpos
細胞移植群と Aldefluorneg細胞移植群の間で有意な差は認められなかった (Fig. 11B)。 
 次に，in vitro における低酸素応答性を比較するために，ウエスタンブロッティングを
用いて，通常酸素条件 (20% O2) と低酸素条件 (1% O2 6 時間) における Aldefluorpos 細
胞と Aldefluorneg 細胞の HIF タンパク (HIF-1αと HIF-2α) の発現解析を行った。MCF7
では，Aldefluorpos細胞でHIF-1αタンパクが低酸素で高発現している傾向が見られたが，
HIF-2αタンパク発現は Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞との間で有意差は見られなか
った [HIF-1α (MCF7): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos 細胞 低酸素条件  
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p<0.01, Aldefluorneg 細胞  通常酸素条件  vs Aldefluorneg 細胞  低酸素条件  p<0.01], 
[HIF-2α MCF7: Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 p<0.01, 
Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 p<0.01 (Fig. 12A)]。一方，BC#1 由来
の Aldefluorpos細胞の HIF-1αタンパク発現は通常酸素条件と低酸素条件で Aldefluorneg細
胞に比べて有意に亢進していることが示された一方，HIF-2αタンパク発現は Aldefluorpos
細胞と Aldefluorneg 細胞ともに恒常的に発現しており，有意差は認められなかった 
[HIF-1α (BC#1): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 p<0.01, 
Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.05, Aldefluorpos細胞 
通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 p<0.05, Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 vs 
Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.01 (Fig. 12B)]。 
以上の結果より，MCF7 と BC#1 由来の Aldefluorpos 細胞は低酸素で Aldefluorneg細胞と





3-3-2.  ALDH 活性の違いによる接着因子の発現解析 
 これまでの報告から，低酸素で誘導された HIF-1αタンパクが E-cadherin の発現を抑
制し，Vimentin の発現を上昇させることで EMT を引き起こすことが明らかにされてい
る (Jiang et al. 2011; Jing et al. 2011)。そこで，Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg 細胞の
E-cadherin と Vimentin の mRNA 発現を調べた結果，MCF7 由来の Aldefluorpos細胞では
低酸素条件 (1% O2 6 時間) で E-cadherin mRNA の発現低下および Vimentin mRNA の発
現上昇が見られた [E-cadherin (MCF7): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos 細
胞 低酸素条件 p<0.05], [Vimentin (MCF7): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos
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細胞 低酸素条件 p<0.05, Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件
p<0.01 (Fig. 13A)]。また，BC#1 由来の Aldefluorpos細胞では Aldefluorneg細胞と比較して，
E-cadherin mRNA の発現は通常酸素と低酸素ともに有意に低く，Vimentin mRNA の発現
は低酸素で有意に上昇していた [E-cadherin (BC#1): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs 
Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 p<0.01, Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 
低酸素条件 p<0.01], [Vimentin (BC#1): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos細
胞 低酸素条件 p<0.01, Aldefluorneg 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg 細胞 低酸素条件
p<0.05, Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.01 (Fig. 13B)]。
さらに，フローサイトメトリーで E-cadherin と Vimentin のタンパク発現を調べた結果，
BC#1 由来の Aldefluorpos細胞では低酸素条件 (1% O2 24 時間) で E-cadherin タンパク陽
性細胞率が減少し，Vimentin タンパク陽性細胞率が増加することが示された [E-cadherin 
(BC#1): Aldefluorpos 細胞  通常酸素条件  vs Aldefluorpos 細胞  低酸素条件  p<0.01, 
Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.01, Aldefluorpos 細胞 
通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 p<0.01, Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 vs 
Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.01], [Vimentin (BC#1): Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 
vs Aldefluorpos細胞 低酸素条件 p<0.01, Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細
胞 低酸素条件 p<0.01, Aldefluorpos細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 
p<0.01, Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.01 (Fig. 13C)]。
以上の結果より，低酸素における Aldefluorpos 細胞の性質に HIF-1αタンパクを介した
EMT が関与していることが示唆された。 
 
3-3-3.  ALDH 活性の違いによる発現遺伝子の比較 





瘍形成に関わる遺伝子の発現について，通常酸素条件 (20% O2) と低酸素条件 (1% O2 6
時間) で Real-time PCR を用いて解析した。特に，HIF-1αタンパクが Notch シグナル経
路や TGF-βシグナル経路など EMT を促進する様々なシグナル経路を活性化することが
報告されていること (Chen et al. 2010; Hung et al. 2013) から，これらの遺伝子の発現を
調べた。また，解析は 3 サンプル以上を用いて実施した。 
 MCF7 では Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞との間で Notch-1，Jagged-1，TGF-βの
発現に有意差は見られなかったが，Snail や Slug の発現は Aldefluorpos細胞で高くなって
いることが示された (Fig. 14A)。一方，BC#1 では Aldefluorpos細胞が Notch-1，Jagged-1，
TGF-β，Snail，Slug いずれも Aldefluorneg細胞と比べて有意に高発現していることが示さ
れた (Fig. 14B)。この結果から，BC#1 と MCF7 それぞれの Aldefluorpos 細胞における Snail
や Slug が E-cadheirn の発現を抑制して EMT を誘導することが，低酸素における
Aldefluorpos 細胞の性質維持につながることが示唆された。 
 
3-3-4.  Snail と Slug プロモーターに対する HIF-1αの影響 
 Aldefluorpos 細胞において HIF-1αタンパク量が低酸素条件で増加し，Snail と Slug 
mRNA 量も増加していた (Fig. 12&14)。これらの EMT 制御遺伝子の発現亢進について
検討するために，Snail と Slug のプロモーターにおける HRE を含むプラスミド 
(pGL4-Snail ， pGL4-Slug と命名 ) を構築した。そして， HIF-1α 発現ベクター 
(pEF-BOS-HIF-1α) とともに MCF7 にトランスフェクションし，ルシフェラーゼアッセ
イを用いて Snail と Slug プロモーター活性を調べた (Fig. 15A)。その結果，両方のプロ
モーター活性が HIF-1αタンパクを導入した MCF7 で有意に上昇していた [pGL4-Snail 
(HIF-1α -) vs pGL4-Snail (HIF-1α +) p<0.01, pGL4-Slug (HIF-1α -) vs pGL4-Slug (HIF-1α +) 
p<0.01 (Fig. 15B)]。この結果から，HIF-1αタンパクが Snail と Slug それぞれのプロモー
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ター活性を直接制御し，Snail と Slug の発現を亢進させていることが示された。 
 
3-3-5.  Vimentin プロモーターに対する HIF-1αの影響 
 Vimentin の発現は EMT に伴って上昇するが，その制御メカニズムは明らかではない。
本研究の結果から，Vimentin の発現は低酸素で有意に上昇していたことだけでなく，
HIF-1αを高発現する Aldefluorpos 細胞で顕著に上昇していたことからも，Vimentin の発
現は HIF-1αによって直接制御されているのではないかと推測した。そこで，
GENETYX-MAC ソフトウェアを用いて Vimentin プロモーターにおける HRE 候補を 2
つ推定し，それぞれの領域を増幅するプライマーセットを設計し，BC#1 由来 Aldefluorpos
細胞を用いて ChIP assay を行った (Fig. 16A)。その結果，Vimentin HRE 候補 2 つともバ
ンドが検出されなかった (Fig. 16B)。この結果から，Vimentin は HIF-1α以外の因子によ
って制御されていることが示された。 
 
3-3-6.  低酸素刺激以外の HIF-1α発現制御に関与する因子の発現解析 
 これまでの報告から，Epidermal growth factor (EGF) や Cyclooxygenase-2 (COX-2) と
いった因子が通常酸素で HIF-1α発現を促進することが明らかにされている (Phillips et 
al. 2005; Huang et al. 2005)。この報告を受けて，Aldefluorpos細胞における HIF-1αの高発
現にこれらの因子が関与しているのではないかと考えて，BC#1 由来 Aldefluorpos 細胞に
おける EGF，COX-2 の発現を Real-time PCR で検討した。しかし，Aldefluorpos 細胞と
Aldefluorneg細胞の間で，それらの因子の発現に有意な差は見られなかった (Fig. 17)。 
 
3-3-7.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の HIF-αの発現への影響 





で，HIF-1αの影響を検討するために，BC#1 由来 Aldefluorpos 細胞に shRNA MISSION 
lentiviral transduction system を用いて，HIF-1αタンパクの発現を抑制した Aldefluorpos細
胞 (shHIF-1α細胞) を作製した。コントロールとして，MISSION TurboGFPTM Control 
Particle を用いて GFP を導入した Aldefluorpos 細胞 (shGFP 細胞) を作製した。そして，
ウエスタンブロッティングにより shGFP細胞と shHIF-1α細胞のHIF-1αとHIF-2αタンパ
クの発現解析を行った。以降の実験に BC#1 を選択した理由は，BC#1 は MCF7 と比較
して，高い ALDH 活性を持つだけでなく，Aldefluorpos細胞における HIF-1αの発現上昇
もより顕著であり，HIF-1α発現の増減に対する影響を観察しやすいと考えたからである。
その結果，shHIF-1α細胞における HIF-1αタンパク発現は低酸素条件で上昇せず，shGFP
細胞と比較して有意に減少していた [HIF-1α: shGFP 細胞 通常酸素条件 vs shGFP 細胞 
低酸素条件 p<0.01, shGFP 細胞 低酸素条件 vs shHIF-1α細胞 低酸素条件 p<0.05 (Fig. 
18A)]。一方，HIF-2αタンパク発現は shHIF-1α細胞と shGFP 細胞の間で有意差を認めら
れなかった (Fig. 18A)。また，shGFP 細胞と shHIF-1α細胞の形態を観察した結果，shGFP
細胞は正常な Aldefluorpos 細胞と同様な形態を示したのに対し，shHIF-1α細胞は上皮細胞
様の形態を示し，Aldefluorneg細胞に近い細胞形態を示した (Fig. 18B)。 
 
3-3-8.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の足場非依存性増殖能と自己複製能へ
の影響 
 HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos 細胞の足場非依存性増殖能と自己複製能への影響
を検討するために Mammosphere formation assay を行った。 
 shHIF-1α細胞は shGFP 細胞と同様に凝集性の高い Mammosphere を形成し，大きさも
違いが見られなかった。このことから，HIF-1αタンパクの発現を抑制しても，Aldefluorpos
細胞の足場非依存的に増殖できることが示された。しかし，shHIF-1α細胞の MSFE は 1
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回目と 2 回目ともに shGFP 細胞の MSFE と比較して有意に低かった [1 回目: shGFP 細
胞 vs shHIF-1α細胞 p<0.01, 2 回目: shGFP 細胞 vs shHIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 19A)]。 
 以上の結果より，HIF-1αタンパクの発現抑制は Aldefluorpos 細胞の足場非依存性増殖
能と自己複製能を低下させることが示唆された。 
 
3-3-9.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の未分化マーカー発現への影響 
 これまでの結果から，Aldefluorpos 細胞における Oct-4 と Nanog 発現は Aldefluorneg細胞
に比べて高いことが分かった (Fig. 10)。また，Mammosphere formation assay の結果から，
shHIF-1α細胞の自己複製能は shGFP 細胞と比較して低下することが示された (Fig. 
19A)。これらの結果から，HIF-1αの発現抑制により Aldefluorpos 細胞における未分化マ
ーカーの発現が低下していると推測し，shGFP 細胞と shHIF-1α細胞における Oct-4 と
Nanog の発現を Real-time PCR で解析した。その結果，shHIF-1α細胞における Oct-4 と
Nanog mRNA 発現は shGFP 細胞に比べて有意に低下していた [Oct-4: shGFP 細胞 vs 




3-3-10.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の増殖能への影響 
 HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos 細胞の増殖能への影響を検討するために，通常酸
素条件 (20% O2) で shGFP 細胞と shHIF-1α細胞の 8 日間セルカウントを行い，細胞増
殖曲線を作製した。その結果，shGFP 細胞に比べて，shHIF-1α細胞は 8 日目で有意に少
ない細胞数を示した [shGFP 細胞 vs shHIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 19C)]。また，計測 2~6
日目における shHIF-1α細胞の倍加時間は，shGFP 細胞と比較して有意に長くなること






3-3-11.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の転移能への影響 
これまでの結果から，MCF7 と BC#1 それぞれの Aldefluorpos 細胞が高い転移能を有し




較して，shHIF-1α細胞移植群の肺転移巣の数は有意に少なかった [shGFP 細胞  vs 
shHIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 20A)]。以上の結果から，HIF-1α発現抑制により Aldefluorpos
細胞の転移能は低下することが示された。 
 
3-3-12.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の腫瘍形成能への影響 
 これまでに，MCF7 と BC#1 それぞれの Aldefluorpos 細胞が高い腫瘍形成能と血管新生
能を有していることを明らかにした (Fig. 9)。HIF-1αが腫瘍形成に関与していることは





shGFP 細胞移植群と比較して，有意に少ないことが示された [shGFP 細胞 vs shHIF-1α




度及び血管密度いずれも shGFP 細胞移植群と比較して，有意に低いことが示された [腫
瘍内充実度: shGFP 細胞 vs shHIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 20C)], [血管密度: shGFP 細胞 vs 
shHIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 20D)]。また，形成された腫瘍内の HIF-1α陽性細胞と HIF-2α
陽性細胞の数を解析した結果，shHIF-1α細胞移植群における HIF-1α陽性細胞の数は
shGFP 細胞移植群に比べて有意に少ないことが認められた [shGFP 細胞 vs shHIF-1α細






3-3-13.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞の接着因子への影響 
 Aldefluorpos細胞と Aldefluorneg細胞における E-cadherin と Vimentin の mRNA 発現を調
べた結果，BC#1 と MCF7 いずれの Aldefluorpos 細胞も低酸素条件で E-cadherin mRNA の
発現低下及び Vimentin mRNA の発現上昇が見られた (Fig. 13)。この結果を受けて，
shGFP 細胞と shHIF-1α細胞における E-cadherin と Vimentin の発現を Real-time PCR とフ
ローサイトメトリーを用いて解析した。まず，mRNA レベルで解析した結果，shHIF-1α
細胞における E-cadherin の発現低下及び Vimentin の発現上昇は認められなかった (Fig. 
21A)。さらに，フローサイトメトリーで E-cadherin と Vimentin 陽性細胞率を解析した
結果，mRNA 発現の結果と同様に，E-cadherin 陽性細胞率が上昇し，Vimentin 陽性細胞
率が低下することが示された  [E-cadherin: shGFP 細胞  vs shHIF-1α細胞  p<0.01], 
[Vimentin: shGFP 細胞 vs shHIF-1α細胞 p<0.05 (Fig. 21B)]。以上の結果は，Aldefluorpos




3-3-14.  HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos細胞における遺伝子発現への影響 
 shGFP 細胞と比較して，shHIF-1α細胞の転移能と腫瘍形成能は有意に低下しているこ
とが示された (Fig. 20)。そして，HIF-1α発現抑制によるE-cadherin発現低下及びVimentin
上昇が認められなかったこと (Fig. 21) に伴い，Aldefluorpos 細胞で発現上昇していた遺
伝子の発現にも HIF-1α発現抑制の影響が出ていると考えた。そこで，Aldefluorpos 細胞
において発現上昇が見られた標的遺伝子の発現を通常酸素条件 (20% O2) と低酸素条
件 (1% O2 6 時間) で Real-time PCR を用いて解析を行った。今回の PCR も 3 サンプ
ル以上を使用していた。その結果，Notch-1, Jagged-1, TGF-β, Snail, Slug いずれの遺伝子
発現も，shGFP 細胞と比較して shHIF-1α細胞で有意に低下していた (Fig. 22)。このこ
とから，HIF-1α発現抑制による Aldefluorpos 細胞の性質変化にこれらの遺伝子の発現低
下による EMT の抑制が関与していることが示唆された。 
 
3-3-15.  HIF-1α遺伝子導入による Aldefluorneg細胞の HIF-αの発現への影響 
 これまでの結果から，HIF-1α発現抑制により，Aldefluorpos 細胞の自己複製能や転移能，
腫瘍形成能といった性質が著しく低下し，HIF-1α標的遺伝子及びΕΜΤ関連遺伝子の発




 HIF-1α発現ベクター (pEF-BOS-HIF-1α) を導入して，Aldefluorneg細胞で HIF-1αを強制
発現させて，最初にウエスタンブロッティングで HIF タンパクの発現を確認した。その
結果，空ベクター (pEF-BOS) を導入した Aldefluorneg細胞 (pEF-BOS 細胞: ネガティブ




パク発現は pEF-BOS 細胞と pEF-BOS-HIF-1α細胞の間で有意差を認められなかった 
[HIF-1α: pEF-BOS 細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.01 (Fig.23A)]。細胞形態に関して，
pEF-BOS 細胞と pEF-BOS-HIF-1α細胞では異なり，pEF-BOS 細胞は未処理の Aldefluorneg
細胞と同様な形態を示したのに対し，pEF-BOS-HIF-1α細胞は Aldefluorpos 細胞の特徴で
ある球状細胞の重層化が確認された (Fig. 23B)。 
 
3-3-16.  HIF-1α遺伝子導入による Aldefluorneg細胞の未分化マーカーの発現への影響 
 pEF-BOS-HIF-1α細胞が Aldefluorpos 細胞様の細胞形態を示したことから，Oct-4 と
Nanog 発現が Aldefluorpos細胞と同様に亢進しているのではないかと考え，これらの発現
を Real-time PCR で解析した。しかし，Oct-4 と Nanog の発現は pEF-BOS 細胞と
pEF-BOS-HIF-1α細胞の間で有意差は見られなかった  (Fig. 24)。このことから，
pEF-BOS-HIF-1α細胞の性質に Oct-4 と Nanog の発現が関与していないことが示唆され
た。 
 
3-3-17.  HIF-1α遺伝子導入による Aldefluorneg細胞の接着因子への影響 
 Aldefluorpos 細胞で HIF-1αによる EMT が誘導されていたという結果を受けて，
pEF-BOS-HIF-1α細胞の形態変化に，E-cadherin や Vimentin の遺伝子発現が関わってい
るのではないかと考え，pEF-BOS-HIF-1α細胞における E-cadherin と Vimentin の mRNA
発現を Real-time PCR で解析した。pEF-BOS 細胞と比べて，pEF-BOS-HIF-1α細胞におけ
る E-cadherin mRNA の発現は低下し，Vimentin mRNA の発現は上昇していた 
[E-cadherin: pEF-BOS 細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.05], [Vimentin: pEF-BOS 細胞 vs 
pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.05 (Fig. 25A)]。さらに，フローサイトメトリーで E-cadherin
と Vimentin 陽性細胞率を解析した結果，mRNA 発現の結果と同様に，E-cadherin 陽性細
胞率が低下し，Vimentin 陽性細胞率が上昇することが示された [E-cadherin: pEF-BOS 細
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胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.01], [Vimentin: pEF-BOS 細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 
p<0.01 (Fig. 25B)]。この結果，pEF-BOS-HIF-1α細胞の形態変化には，E-cadherin 発現低
下と Vimentin 発現上昇が関わっていることが示唆された。 
 
3-3-18.  HIF-1α遺伝子導入による Aldefluorneg細胞の標的遺伝子への影響 
 pEF-BOS-HIF-1α細胞が Aldefluorpos 細胞様の形態に変化したことと接着因子の発現変
化を受けて，Aldefluorpos細胞で発現上昇していた遺伝子も亢進しているのではないかと
考え，通常酸素条件 (20% O2) で Real-time PCR を用いて解析した。その結果，pEF-BOS
細胞と pEF-BOS-HIF-1α細胞の間で Notch-1 や Jagged-1，TGF-βの発現に有意差は認めら
れなかった (Fig. 25C)。しかし，pEF-BOS-HIF-1α細胞における Snail と Slug の発現は，
pEF-BOS細胞と比較して有意に亢進していた [Snail: pEF-BOS細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α
細胞 p<0.01, Slug: pEF-BOS 細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 25C)]。このこと
から，pEF-BOS-HIF-1α細胞の性質の変化には，HIF-1αによって発現上昇した Snail と
Slug が誘導する EMT が関与していることが示唆された。 
 
3-3-19.  HIF-1α遺伝子導入による Aldefluorneg細胞の転移能への影響 
これまでの結果から，pEF-BOS-HIF-1α細胞は Aldefluorpos 細胞様の性質を有している
ことを in vitro で示してきた。次に，pEF-BOS-HIF-1α細胞の転移能や腫瘍形成能を評価
するために in vivo で解析を行った。まず，pEF-BOS-HIF-1α細胞の転移能を検討するた
めに，マウス尾静脈移植モデルを用いて肺転移を解析した。 
 その結果，pEF-BOS 細胞移植群と比較して，pEF-BOS-HIF-1α細胞移植群では肺転移
巣が有意に多く観察された [pEF-BOS 細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 26A)]。




3-3-20.  HIF-1α遺伝子導入による Aldefluorneg 細胞の腫瘍形成能と血管新生能への影
響 




で有意な差は見られなかった (Fig. 26B)。 
 HE 染色を用いて腫瘍内充実度を解析した結果，pEF-BOS-HIF-1α細胞移植群の充実度
は pEF-BOS 細胞移植群の充実度と比較して，有意に高いことが示された [pEF-BOS 細
胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 26C)]。また，CD31 染色による腫瘍内の血管密
度を解析し，pEF-BOS-HIF-1細胞移植群の血管密度は pEF-BOS細胞移植群と比較して，
有意に高いことが分かった [pEF-BOS 細胞 vs pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.01 (Fig. 26D)]。 
 さらに，形成された腫瘍内における HIF-1α陽性細胞と HIF-2α陽性細胞の数を検討し
た結果，pEF-BOS 細胞移植群と pEF-BOS-HIF-1α細胞移植群の間で，HIF-1α陽性細胞と
HIF-2α陽性細胞の数に顕著な差は見られなかった (Fig. 26E, 26F)。このことから，





3-3-21.   HIF-1α遺伝子導入 Aldefluorneg細胞における HIF-1α発現量の変化 
 HIF-1α遺伝子ベクター (pEF-BOS-HIF-1α) の導入による Aldefluorneg細胞での HIF-1α
強制発現は一過性である。そこで，導入後の時間経過に伴う HIF-1 αの発現変化を
Real-time PCR で解析した。その結果，HIF-1 αの発現は導入後 10 日目以降に通常レベ
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1. 乳がん細胞株 MCF7 と胸水由来乳がん細胞 BC#1 いずれも，Aldefluorpos 細胞は
Aldefluorneg細胞と比較して，低酸素で HIF-1αを高発現していた 
2. BC#1 由来 Aldefluorpos 細胞の性質には，HIF-1αにより発現制御された Snail と Slug
が誘導する EMT が関与していることが示唆された 
3. Aldefluorpos 細胞で HIF-1α発現を抑制することで，自己複製能・腫瘍形成能・転移
能が顕著に低下した 




3-4-1.  HIF-1αの発現量の増減に伴う ALDH1A1 発現への影響 
 HIF-1αタンパクの発現抑制または強制発現により，ALDH 活性の違いで分離したがん
細胞の転移能と腫瘍形成能が変化することが示された。そこで，HIF-1αタンパクの発現
が増減していることに合わせて，ALDH1A1 の発現が変化するのかを Real-time PCR で
解析した。ALDEFLUOR kit で ALDH 活性を解析しなかった理由は，HIF-1α発現抑制実
験のネガティブコントロールである shGFP 細胞が持つ GFP の発光波長 (509 nm) が
ALDEFLUOR kit を使用した際の発光波長 (515~545 nm) に近似しており，フローサイ
トメトリーでの解析が困難であると判断したからである。そこで，ALDH 活性の高さと
ALDH1A1 mRNA の発現量が一致しているという報告 (Conley et al. 2012) を受けて，
ALDH1A1 mRNA の発現を Real-time PCR で解析した。その結果，shHIF-1α細胞におけ
る ALDH1A1 mRNA の発現減少と pEF-BOS-HIF-1α細胞における ALDH1A1 mRNA の発
現上昇が見られた  [shGFP 細胞  vs shHIF-1α細胞  p<0.05], [pEF-BOS 細胞  vs 
pEF-BOS-HIF-1α細胞 p<0.05 (Fig. 28)]。このことから，HIF-1αの発現量に合わせて
ALDH1A1 の発現が変化することが示された。 
 
3-4-2.  ALDH1A1 プロモーターに対する HIF-1αの影響 
 次に，ALDH1A1 の発現が HIF-1αによって直接制御されているのかを検証するために，
ChIP assay を用いて，ALDH1A1 のプロモーターに存在する推定 HRE 領域に HIF-1αが
直接結合するのかを検討した。まず，GENETYX-MAC ソフトウェアを用いて ALDH1A1
プロモーターにおける HRE 領域を推定し，その領域を増幅する PCR プライマーを設計
した。次に，BC#1 由来の Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞を通常酸素条件 (20% O2) と
低酸素条件 (1% O2 6 時間) で培養し，固定処理した後，HIF-1α抗体を用いてクロマチ
ン免疫沈降を行い，設計したプライマーセットを用いて半定量的 PCR を行った (Fig. 




みで HIF-1αが相互作用していることが分かった (Fig. 29B)。この結果から，ALDH1A1
の発現が HIF-1αによって直接制御される可能性が示唆された。 
 
3-4-3.  低酸素刺激に対する ALDH 活性への影響 
 HIF-1αが ALDH1A1 プロモーターの HRE 領域に結合する結果を受けて，HIF-1αが
ALDH 活性を直接亢進するという可能性が示された。 
 その可能性を検討するために，Aldefluorpos細胞と Aldefluorneg細胞それぞれを低酸素条
件 (1% O2, 6, 12, 24, 48, 72 時間, 10 日間) で培養し，Aldefluor assay を用いて ALDH 活性
を解析した。その結果，Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞いずれも低酸素条件 72 時間
に曝露した時点で，Aldefluorpos細胞の割合が増加していた。さらに，Aldefluorneg細胞に
おいて，低酸素条件下での培養を継続することにより，Aldefluorpos 細胞の割合が急激に
増加することが明らかになった [Aldefluorpos 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos 細胞 低
酸素条件 72 時間 p<0.05, Aldefluorpos細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos細胞 低酸素条
件 10 日間 p<0.01], [Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件 72
時間 p<0.01, Aldefluorneg 細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg 細胞 低酸素条件 10 日間 
p<0.01 (Fig. 30)]。更に，Aldefluorpos 細胞において Aldefluorpos細胞へと変化する割合が低
かった理由は，元来の Aldefluorpos 細胞の割合が高いため，HIF-1αによる影響を受けに
くい状態にあったことが推測される。以上の結果をまとめると，低酸素によって発現誘
導された HIF-1αが ALDH1A1 プロモーターの HRE 領域に結合して，ALDH1A1 の発現
及び ALDH 活性を上昇させて，Aldefluorpos 細胞の割合を増加させることが示唆された。 
 
3-4-4.  低酸素刺激により誘導された Aldefluorpos 細胞の遺伝子発現解析 
 低酸素培養により誘導された Aldefluorpos 細胞の性質を調べるために，HIF-1α標的遺
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伝子の発現を Real-time PCR で解析した。細胞の遊走・浸潤に寄与する TGF-βや Snail，
Slug の発現が亢進していた。さらに，血管新生促進に働く VEGF の発現も上昇してい
た [VEGF: Aldefluorneg 細胞 通常酸素条件  vs Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 p<0.01, 
Aldefluorneg 細胞  低酸素条件  vs Aldefluorpos 細胞  低酸素条件  p<0.01], [TGF-β: 
Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorneg細胞 低酸素条件 p<0.05, Aldefluorneg細胞 
通常酸素条件 vs Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 p<0.01, Aldefluorneg 細胞 低酸素条件 vs 
Aldefluorpos 細胞  低酸素条件  p<0.01], [Snail: Aldefluorneg 細胞  通常酸素条件  vs 
Aldefluorpos細胞 低酸素条件 p<0.01, Aldefluorneg細胞 低酸素条件 vs Aldefluorpos細胞 低
酸素条件 p<0.01], [Slug: Aldefluorneg細胞 通常酸素条件 vs Aldefluorpos細胞 低酸素条件 
p<0.01, Aldefluorneg細胞 低酸素条件 vs Aldefluorpos 細胞 低酸素条件 p<0.01 (Fig. 31)]。こ






1. HIF-1αが ALDH1A1 遺伝子のプロモーターに結合し，ALDH 活性を亢進することが
示唆された 
2. 長期低酸素培養により，Aldefluorneg細胞において ALDH 活性が上昇することから，
Aldefluorpos 細胞への分化転換する可能性を示した 
3. 長期低酸素培養により，Aldefluorneg細胞から発生した Aldefluorpos 細胞では，細胞の
遊走・浸潤を亢進する TGF-βや Snail，Slug の発現が上昇しているだけでなく，腫




IV.  考察 
 
























4-2.  胸水由来乳がん細胞における ALDH 活性の有用性 
これまでに，Charafe-Jauffret E らは 33 個の乳がん細胞株の内，23 個で Aldefluorpos細
胞集団を含んでおり，高い腫瘍形成能を有することを示した (Charafe-Jauffret et al. 2009)。
さらに， Croker らは乳がん細胞株  (MDA-MB-231) から CD44+/CD24- または
CD44+/CD133+に ALDH 活性を加えて単離した乳がん細胞は転移能が高いことを報告
している (Croker et al. 2009)。本研究では，胸水由来乳がん細胞から CD44+/CD24-と
ALDH 活 性 を 用 い て ， CD44+/CD24-/Aldefluorpos 細 胞  (Aldefluorpos 細 胞 ) と
CD44+/CD24-/Aldefluorneg 細胞  (Aldefluorneg 細胞 ) を分取した  (Fig. 5)。そして，
Aldefluorpos 細胞は自己複製能，腫瘍形成能，転移能といったがん幹細胞の性質を有して
おり，Oct-4 や Nanog のような未分化マーカーを高発現していることを明らかにした 
(Fig.7-10)。これまでの研究報告と合わせて考えると，ALDH 活性が乳がん細胞株だけで
なく，本研究で使用した胸水由来乳がん細胞においても，がん幹細胞を同定・単離する
マーカーとして有効であることを支持している (Fig. 5-10) (Ginestier et al. 2007; Kim et 
al. 2013; Morimoto et al. 2009)。 
 
4-3.  Aldefluorpos 細胞の転移能と腫瘍形成能に関わるメカニズムの解析 
 当研究室では，血管内皮前駆細胞と臍帯血由来の間葉系幹細胞を ALDH 活性に基づ
いて単離し，高い細胞増殖能を持つ幹細胞集団の中に，低酸素刺激に対して高い応答性
を示す細胞が存在することを明らかにした (Nagano et al. 2007; Nagano et al. 2010)。また，
腫瘍形成の段階において，HIF の標的遺伝子が重要な役割を果たしていることが示され
ており (Maynard & Ohh 2007; Lu & Kang 2010)，中でも，VEGF のような血管新生因子
はがん進展において重要な役割を果たしている。さらに，HIF-1αタンパクは正常乳房組
織や乳管過形成組織で検出されなかったのに対し，非浸潤性乳管がんと浸潤性乳がんの





腫瘍増大や遠隔転移を逆に亢進することが報告されている (Conley et al. 2012)。これら
の報告を受けて，低酸素及び HIF は乳がん幹細胞の性質に重要な役割を果たしていると
考え， Aldefluorpos細胞における HIF-1αと HIF-2αの遺伝子について低酸素応答性を解析
した結果，HIF-2αでなく HIF-1αが高発現していたことから，HIF-1αのほうが乳がん幹
細胞の性質維持に強く関与していると考えられた (Fig. 11, 12)。 
 低酸素刺激は HIF-1αの発現上昇や Notch や NF-κB シグナル経路の活性化を含む様々
な分子メカニズムを介して腫瘍内での EMT を誘導する働きを持っている (Gort et al. 
2008; Sahlgren et al. 2008)。近年の研究報告により，脳腫瘍において HIF-1αが誘導した
EMT ががん幹細胞の性質に関与しているが明らかにされている (Inukai et al. 2015)。本
研究で，胸水由来乳がん細胞において，Aldefluorneg 細胞と比較して，EMT 誘導転写因
子 Snail と Slug の mRNA レベルが Aldefluorpos 細胞で顕著に亢進していることを示した
(Fig. 14)。そして，Aldefluorpos 細胞における HIF-1α発現抑制は，Snail と Slug の発現量
を低下させて EMT 誘導を阻害し，in vitro での自己複製能や細胞増殖能，in vivo での腫
瘍形成能や転移能といったがん幹細胞の性質を低下させることを示した (Fig. 19-22)。
また，Aldefluorneg細胞に HIF-1αを強制発現させることで，Snail と Slug の発現が上昇し
て E-cadherinの発現を抑制し，Vimentinの発現が上昇することを明らかにした (Fig. 25)。
これまでに，EMT が転移だけでなく，自己複製能と腫瘍形成能の亢進にも働くことが
報告されている (Mani et al. 2008)。本研究の結果と合わせて考えると，乳がん幹細胞を
多く含む細胞集団である Aldefluorpos 細胞が有する性質には，HIF-1αを介した Snail と
Slug による EMT が大きく関与していることを初めて明らかにすることが出来た。 
 BC#1由来のAldefluorpos細胞とAldefluorneg細胞との間で細胞形態の違いが見られた理
由として，通常酸素下で Aldefluorpos細胞における E-cadherin の低下及び Vimentin の上
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昇がMCF7の場合と比べて，より顕著であったことが原因の 1つとして考えられる (Fig. 
13)。また，この違いは乳がん細胞株 MCF7 のような性質が単一化された細胞集団では
なく，胸水由来乳がん細胞 BC#1 のようにヘテロな性質を保有していることも原因の 1
つとして考えられる。 
 これまで，EMT における E-cadherin の発現抑制メカニズムは明らかにされている
(Cano et al. 2000; Hajra et al. 2002) が，Vimentin の発現上昇メカニズムは未だ分かってい
ない。本研究で HIF-1αの発現の変化に合わせて Vimentin の発現も変化したことから，
HIF-1αが Vimentin の発現を直接制御している可能性を考えた。そこで，Vimentin プロ
モーターにおける HRE 領域を推定し，ChIP assay を用いて HIF-1αとの相互作用を調べ
た結果，バンドが確認されず，Vimentin の発現は HIF-1α以外の因子によって制御され
ていることを本研究で明らかにすることが出来た (Fig. 16)。 
 また，本研究で使用した乳がんは男性由来であり，乳がん全体の約 1%しかない希少
な乳がん症例であるが，乳がん組織のほぼ全てで低酸素環境が確認されたという報告 
(Bos et al. 2001) と，乳がんサブタイプと ALDH 活性の関連は見られないという報告 
(Charafe-Jauffret et al. 2009) を鑑みると，本研究で明らかにした分子メカニズムは性別及
び乳がんサブタイプを問わず，乳がん全体に当てはまると考えられる。 
 
4-4.  Aldefluorpos 細胞における HIF-1α発現制御メカニズム 
 MCF7 と BC#1 それぞれの Aldefluorpos細胞における HIF-1αは低酸素で高発現してい
る結果が得られた。さらに，BC#1 由来の Aldefluorpos 細胞の HIF-1αは通常酸素でも
Aldefluorneg 細胞と比較して有意に高発現していた。これまでの報告から，Epidermal 
growth factor (EGF) や Cycloxygenase-2 (COX-2) といった因子が通常酸素下で HIF-1αタ
ンパク蓄積を促進することが明らかにされている (Phillips et al. 2005; Huang et al. 2005)。
しかし，BC#1 由来の Aldefluorpos 細胞と Aldefluorneg細胞の間で，それらの因子の発現量
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に有意差は見られなかった (Fig. 17)。この結果から以下の 2 点の HIF-1α制御メカニズ
ムが考えられる。1 点目は，低酸素自体が Aldefluorpos 細胞における HIF-1αタンパクを
誘導しており，HIF-1αタンパクを分解する経路に異常があることから，HIF-1αタンパク
が高発現していた。2 点目は，HIF-1αの活性を制御する mammalian target of rapamycin 
(mTOR) が Aldefluorpos 細胞で異常になっており，HIF-1αが恒常的に活性化されている
ことが考えられる (Wouters & Koritzinsky 2008)。 
 
4-5.  乳がんにおける HIF-1αと ALDH 活性の関係 
 本研究で，HIF-1αタンパクが ALDH1A1 プロモーターに存在する HRE に結合し，
mRNA 発現を直接制御することが示唆された (Fig. 29)。しかし，そこから ALDH 活性
の亢進につながっているかを証明するためにはルシフェラーゼアッセイを用いて，
ALDH1A1 プロモーターにおける HRE が活性を持っていることを確認することが今後
の課題である。一方，本研究では Aldefluorneg細胞から Aldefluorpos 細胞へ分化転換する
可能性を示した (Fig. 30)。この結果と，Aldefluorneg細胞で HIF-1αを強制発現させるこ
とで，ALDH1A1 の発現が上昇し，Oct-4 と Nanog の発現が変化しなかった結果を合わ
せて考えると，これまで ALDH は幹細胞を同定するマーカーであり，機能を持たない
と考えられてきたが，本研究の成果で ALDH 活性自体が Aldefluorpos 細胞の性質・機能
に関与していると示すことが出来た (Fig. 24, 28)。 
Ginestier らはがんの一部で見られる ALDH1 発現は Aldefluorpos細胞または初期幹細胞
の形質転換を反映する一方，ALDH1 を持たない腫瘍は Aldefluorneg細胞または前駆細胞
の形質転換によって発生すると予想した  (Ginestier et al. 2007)。本研究により，
CD44+/CD24-/Aldefluorneg細胞集団の一部から CD44+/CD24-/Aldefluorpos細胞が発生し，














V.  結語 
 
 (1) 胸水由来乳がん細胞において，Aldefluorneg 細胞と比較して，Aldefluorpos 細胞は自
己複製能，転移能，腫瘍形成能が高く，ALDH 活性はがん幹細胞を同定するマー
カーとして有用であった 
 (2) 低酸素において，Aldefluorpos 細胞では HIF-1αタンパクが高発現し，HIF-1α標的伝
子の発現を亢進していた 
 (3) Aldefluorpos 細胞の性質には HIF-1αによって直接制御されている転写因子 Snail や
Slug が誘導する EMT が大きく関与していた 
 (4) HIF-1αがALDH1A1プロモーターに直接作用してALDH1A1発現を亢進し，ALDH
活性を制御する可能性を示した 
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